Evaluation and comparison of immunization level between recombinant proteins of binding subunit of entrotoxigenic Escherichia coli and botulinum toxin by Miri, Ali. et al.
  951-661/2931اﺳﻔﻨﺪ و ﺑﻬﻤﻦ/6ه ، ﺷﻤﺎر51دوره / ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺷﻬﺮﻛﺮد
  ﻣﻘﺎﻟﻪ ﭘﮋوﻫﺸﻲ
  moc.liamg@naimilas.rafaj :liam-E ،120-19428428 : ﺗﻠﻔﻦ-ﺎت آﺳﻴﺐ ﻫﺎي ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘ-ﻋﺞ) داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺑﻘﻴﻪ اﷲ-ﺗﻬﺮان :ﻧﻮﻳﺴﻨﺪه ﻣﺴﺌﻮل*
   951  
ارزﻳﺎﺑﻲ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻣﻴﺰان اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ زﻳﺮ واﺣﺪ اﺗﺼﺎﻟﻲ 
  A  و ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻴﻮم ﺗﺎﻳﭗ ﻛﻠﻲ اﺷﺮﻳﺸﻴﺎﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎي 
  ،1ﻣﺠﺘﺒﻲ ﺳﻌﺎدﺗﻲدﻛﺘﺮ  ،4ﻏﻼﻣﺮﺿﺎ اوﻻددﻛﺘﺮ  ،4و1، اﺣﺴﺎن رﺿﺎﻳﻲ*3ﺟﻌﻔﺮ ﺳﻠﻴﻤﻴﺎندﻛﺘﺮ ، 2و1ﻋﻠﻲ ﻣﻴﺮي
 5ﻓﺮﻳﺪ ﻋﺰﻳﺰي ﺟﻠﻴﻠﻴﺎندﻛﺘﺮ  ،1ﻣﺤﻤﺪ ﻋﻠﻲ ﻋﺎرف ﭘﻮر ﺗﺮاﺑﻲ
  ، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان؛(ﻋﺞ)ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ژﻧﺘﻴﻚ اﻧﺴﺎﻧﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺑﻘﻴﻪ اﷲ 2، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان؛ (ع)ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت زﻳﺴﺖ ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﺟﺎﻣﻊ اﻣﺎم ﺣﺴﻴﻦ1
ﺮدي، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺑﻴﻮﺗﻜﻨﻮﻟﻮژي ﻛﺎرﺑ 4، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان؛ (ﻋﺞ)ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت آﺳﻴﺐ ﻫﺎي ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺑﻘﻴﻪ اﷲ 3
 .، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﻼم ،اﻳﻼم، اﻳﺮانﻲﺷﻨﺎﺳﻲ ﺑﺎﻟﻴﻨ ﻣﻴﻜﺮوب ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت 5، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان؛ (ﻋﺞ)ﺑﻘﻴﻪ اﷲ 


























 اﺷﻴﺮﺷﻴﺎﻛﻠﻲﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ راﻳﺞ ﺗﺮﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ اﺳﻬﺎل 
  (CETE = iloc aihcirehcsE cinegixotoretnE)  اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧﻴﻚ
اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﻌﺪ از روﺗﺎ وﻳﺮوس، ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻋﺎﻣﻞ . (1) اﺳﺖ
دوم ﻣﺮگ وﻣﻴﺮ ﻛﻮدﻛﺎن در ﻛﺸﻮرﻫﺎي در ﺣﺎل ﺗﻮﺳﻌﻪ 
ﻫﺎي اﭘﻴﺘﻠﻴﺎﻟﻲ   در ﺳﻠﻮلﭘﺲ از اﺳﺘﻘﺮار CETE. (2،1) اﺳﺖ
 روده و ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن، ﺑﺎ ﺗﺮﺷﺢ اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺣﺴﺎس ﺑﻪ ﺣﺮارت
و ﻳﺎ اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻣﻘﺎوم ﺑﻪ ﺣﺮارت  )TL = nixot lateL(
ﺗﺮﻳﻦ  از اﻳﻦ رو ﻳﻜﻲ از ﻣﻬﻢ. (3) ﺷﻮد ﻣﻮﺟﺐ ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاﻳﻲ ﻣﻲ
 اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان TL ﻋﻮاﻣﻞ ﺣﺪت زاي اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي
اﻳﻦ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ . (2‐5) ﺑﺎﺷﺪ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪاي واﻛﺴﻦ ﻧﻴﺰ ﻣﻄﺮح ﻣﻲ
 )ATL = A nixot lateL( واﺣﺪ ﺳﻨﮕﻴﻦ ﻳﻚ زﻳﺮ ﻣﺘﺸﻜﻞ از
 .اﺳﺖ )BTL = B nixot lateL( واﺣﺪ ﺳﺒﻚ  و ﻳﻚ زﻳﺮ
داﻟﺘﻮن، ﺧﺎﺻﻴﺖ   ﻛﻴﻠﻮ72ﺑﺎ وزن  ATLواﺣﺪ  زﻳﺮ
واﺣﺪ  اﻣﺎ زﻳﺮ. آﻧﺰﻳﻤﻲ داﺷﺘﻪ و ﺟﺰء ﺳﻤﻲ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ اﺳﺖ
 :ﭼﻜﻴﺪه
ﻳﺸﻴﺎﻛﻠﻲ اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧﻴﻚ ﺗﺮﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎري اﺳﻬﺎل، ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺷﺮ در ﻣﻴﺎن ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ، ﺷﺎﻳﻊ :زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف
 ﻧﻴﺰ ﻋﺎﻣﻞ ﻛﻠﺴﺘﺮﻳﺪﻳﻮم ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮم.  ﺳﻢ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻗﺎدر ﺑﻪ اﻳﺠﺎد ﻣﺼﻮﻧﻴﺘﻲ ﺷﺶ ﻣﺎﻫﻪ اﺳﺖBTLواﺣﺪ  زﻳﺮ. اﺳﺖ
 ﺳﻢ آن ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﺗﺎ دو ﺳﺎل در ﺑﺮاﺑﺮ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري cH-A/TNoBواﺣﺪ  ﺑﻴﻤﺎري ﻛﺸﻨﺪه ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﺴﻢ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و زﻳﺮ
ﺗﻮاﻧﺪ از ﻋﻮاﻣﻠﻲ  ﻛﻨﻨﺪ، ﻣﻲ واﺣﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﻳﺠﺎد ﻣﻲ  ﻳﻚ از اﻳﻦ زﻳﺮﻣﻴﺰان اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﻛﻪ ﻫﺮ. ﻣﺼﻮﻧﻴﺖ اﻳﺠﺎد ﻛﻨﺪ
ﻫﺪف از اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺮرﺳﻲ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻣﻴﺰان . ﺛﻴﺮﮔﺬار ﺑﺎﺷﺪﺄﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ در ﺑﻪ وﺟﻮد آﻣﺪن ﻣﺼﻮﻧﻴﺘﻲ ﺑﺎ ﻣﺎﻧﺪﮔﺎري ﻣﺘﻔﺎوت ﺗ
  .دﻮ ﺑدر ﻣﻮش آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ cH-A/TNOB و BTLﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻧﺎﺷﻲ از اﺳﺘﻔﺎده از دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
اﺳﺘﻔﺎده a82TEp  ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﺷﺪه ﺑﺎ وﻛﺘﻮر iloC .E  3ED12lBز ﺑﺎﻛﺘﺮي در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ ا :روش ﺑﺮرﺳﻲ
 cH-A/TNOB اﺷﺮﻳﺸﻴﺎﻛﻠﻲ اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧﻴﻚ و ژن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ BTL ﺣﺎوي ژن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﻳﻦ وﻛﺘﻮر. ﮔﺮدﻳﺪ
 از ﻓﺎز ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل و BTLﭘﺲ از ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﺑﻴﺎن و ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ . ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮم ﺑﻪ ﻃﻮر ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ ﺑﻮد
 .  ﺑﺮرﺳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ EGAP-SDSﻫﺎ ﺑﺮ روي ژل  از ﻓﺎز ﻣﺤﻠﻮل ﻋﺼﺎره ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﻣﺤﺼﻮﻻت آنcH-A/TNoB
ﺑﺎدي ﺣﺎﺻﻞ از ﻫﺮ دو ﻧﻮع  ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ. زاﻳﻲ ﺷﺪﻧﺪ ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ، اﻳﻤﻨﻲ ﻫﺎي آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮش
  .ارزﻳﺎﺑﻲ و ﻣﻮرد ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ SSPSاﻓﺰار  در ﻧﺮم tseT-tﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آزﻣﻮن آﻣﺎري ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 ﭘﺲ از . ﺑﺎ ﺳﺘﻮن ﻧﻴﻜﻞ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪﻧﺪ BTL و cH-A/TNoBﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻴﺎن ﺷﺪه  :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
 BTL و cH-A/TNoBﻫﺎي آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ، ﺗﻔﺎوت ﻣﻌﻨﺎداري در ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺑﺮاي دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﻣﻮش
  .(P<0/10 )ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ
  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪBTL و cH-A/TNoB اﺧﺘﻼف ﻛﻤﻲ ﺑﻴﻦ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺑﺮاي دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ :ﮔﻴﺮيﻧﺘﻴﺠﻪ 
و اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ اﻳﺠﺎد ﺷﺪه ﺗﻘﺮﻳﺒﺎً ﻳﻜﺴﺎن، در ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﻲ BTL  دﻟﻴﻞ ﺧﺎﺻﻴﺖ ﻗﻮي ادﺟﻮاﻧﺴﻴﺘﻲﻪ ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑ
  .ﻣﺤﺪود ﺑﺎﺷﺪ
  
  .اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺣﺴﺎس ﺑﻪ ﺣﺮارت، ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮمﻧﻮروﺳﻨﺠﺶ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي، اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ، ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺧﺎﻃﺮه،  :ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪي واژه
  ﻋﻠﻲ ﻣﻴﺮي و ﻫﻤﻜﺎران                                                   cH-A/TNoB و  BTL از دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦﺷﻲ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻧﺎارزﻳﺎﺑﻲ ﻣﻴﺰان ﺗﻮﻟﻴﺪ
 061
داﻟﺘﻮن وزن دارد، ﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﭘﻨﺘﺎﻣﺮي   ﻛﻴﻠﻮ11/8 ﻛﻪ BTL
 BTL. ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ Aواﺣﺪ  و ﻏﻴﺮﻛﻮواﻻن در اﺗﺼﺎل ﺑﺎ زﻳﺮ
 ﻦ را ﺷﻜﻞ داده و ﺑﻪ ﮔﻴﺮﻧﺪه ﻫﺎياﺗﺼﺎﻟﻲ ﺗﻮﻛﺴﻴ ﻗﺴﻤﺖ
 ﻳﺎﺑﺪ ﺗﻠﻴﺎل روده اﺗﺼﺎل ﻣﻲ ﻫﺎي اﭘﻲ  ﺳﻠﻮل1MG ﺳﻄﺤﻲ
 ،ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻧﻘﺶ ﻣﻬﻢ اﻳﻦ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ در ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاﻳﻲ. (6-8)
 اﻳﻦ ﺑﺨﺶ ﺑﻪ ﮔﺰارش ﻫﺎي ﻣﻬﻤﻲ ﻣﺒﻨﻲ ﺑﺮ اﺳﺘﻔﺎده از
  .(2) ﻋﻨﻮان واﻛﺴﻦ وﺟﻮد دارد
 ﻛﻠﺴﺘﺮﻳﺪﻳﻮم ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮمﻧﻮروﺗﻮﻛﺴﻴﻨﻲ ﻛﻪ از ﺑﺎﻛﺘﺮي 
ﺗﻮاﻧﺪ از ﻃﺮﻳﻖ ﺳﻄﻮح ﻣﺨﺎﻃﻲ وارد  ﮔﺮدد، ﻣﻲ ﺗﺮﺷﺢ ﻣﻲ
ﮔﺮدش ﺧﻮن ﺷﺪه و ﺑﻪ واﺳﻄﻪ ي ﺟﻠﻮﮔﻴﺮي از آزاد ﺷﺪن 
ﻫﺎي ﻋﺼﺒﻲ، ﻓﻠﺞ ﻋﻀﻼﻧﻲ ﭘﻴﺶ  اﺳﺘﻴﻞ ﻛﻮﻟﻴﻦ در ﭘﺎﻳﺎﻧﻪ
روﻧﺪه را ﻣﻮﺟﺐ ﺷﺪه ﻛﻪ در ﻣﻮارد ﺣﺎد ﻣﻌﻤﻮﻻً ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ 
 A ﻧﻮروﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮم ﺗﺎﻳﭗ. (9) ﻣﺮگ ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ
، ﻗﻮﻳﺘﺮﻳﻦ )A/TNoB =A nixotoruen munilutoB(
ﻫﺎي ﮔﻴﺎﻫﻲ، ﺟﺎﻧﻮري،  ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ در ﻣﻴﺎن ﺗﻤﺎم ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ
ﻪ ﺑ A/TNoB. ﻫﺎي ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ اﺳﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ و ﺗﺮﻛﻴﺐ
ﺻﻮرت ﻳﻚ ﺗﻚ زﻧﺠﻴﺮه ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﺑﺎ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﭘﺎﺋﻴﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ 
 ﭘﺮوﺗﺌﻮﻟﻴﺘﻴﻜﻲ، ﺑﻪ دو زﻧﺠﻴﺮه ﺷﻮد و در ﺻﻮرت ﺑﺮش ﻣﻲ
  ﻛﻴﻠﻮ001) و زﻧﺠﻴﺮه ﺳﻨﮕﻴﻦ( داﻟﺘﻮن  ﻛﻴﻠﻮ05)ﺳﺒﻚ 
ﻧﻴﻤﻪ اﻧﺘﻬﺎي ﻛﺮﺑﻮﻛﺴﻴﻠﻲ . ﺷﻮد ﻓﻌﺎل ﺗﺒﺪﻳﻞ ﻣﻲ( داﻟﺘﻮﻧﻲ
ﺷﻮد، ﭘﺬﻳﺮﻧﺪه  ﻧﺎﻣﻴﺪه ﻣﻲ Cزﻧﺠﻴﺮه ﺳﻨﮕﻴﻦ ﻛﻪ ﻗﻄﻌﻪ 
ﻫﺎي ﻧﻮروﻧﻲ را ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﻛﺮده و ﺑﻪ  ﺳﻄﺤﻲ روي ﺳﻠﻮل
داﻟﺘﻮﻧﻲ   ﻛﻴﻠﻮ05اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ . (9) ﻳﺎﺑﺪ آن اﺗﺼﺎل ﻣﻲ
واﻗﻊ در اﻧﺘﻬﺎي ﻛﺮﺑﻮﻛﺴﻴﻠﻲ زﻧﺠﻴﺮه ﺳﻨﮕﻴﻦ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ 
ﻫﺎي  ﻛﻠﺴﺘﺮﻳﺪﻳﻢ ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮم ﻛﻪ وﻇﻴﻔﻪ اﺗﺼﺎل ﺑﻪ ﺳﻠﻮل
ﻋﺼﺒﻲ را ﺑﻪ ﻋﻬﺪه دارد از ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﺑﺎﻻﻳﻲ در ﺗﺤﺮﻳﻚ 
  .(11،01)ﺑﺎﺷﺪ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨﻲ ﻧﻴﺰ ﺑﺮﺧﻮردار ﻣﻲ
 ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨﻲ ﺑﺮاي ،ه اﻳﻤﻮﻧﻮﻟﻮژيﺧﺎﻃﺮ
اﻳﺠﺎد ﭘﺎﺳﺨﻲ ﺑﺎ ﻗﺪرت ﺑﻴﺸﺘﺮ ﺑﻪ ﻣﺤﺾ ﺑﺮﺧﻮرد ﻣﺠﺪد ﺑﺎ 
ﻫﻤﺎن ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰا ﺑﻮده و اﺳﺎس واﻛﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن را 
ﻟﻮژي ﺷﺎﻣﻞ ي اﻳﻤﻮﻧﻮ ﺧﺎﻃﺮه. (21-41) دﻫﺪ ﺗﺸﻜﻴﻞ ﻣﻲ
اي اﺳﺖ ﻛﻪ ﻧﺴﺒﺖ   ﮔﺴﺘﺮش ﻳﺎﻓﺘﻪT و B ﻫﺎي ﻟﻨﻔﻮﺳﻴﺖ
ﻫﺎي اوﻟﻴﻪ، ﻣﻴﺰان ﺗﻘﺴﻴﻢ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﻴﺸﺘﺮي داﺷﺘﻪ و  ﺑﻪ ﺳﻠﻮل
ﻫﺎي اوﻟﻴﻪ در اﻳﻦ  ﻧﻴﺰ ﺗﻠﻮﻣﺮﻫﺎي ﺳﻠﻮﻟﻲ در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ ﺳﻠﻮل
ﺸﺘﻪ اﺳﺖ ﻛﻪ ﻣﺸﺨﺺ ﮔ. (51) ﻫﺎ ﻛﻮﺗﺎﻫﺘﺮ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﺳﻠﻮل
اي را  ﺧﺎﻃﺮه اﻳﻤﻮﻧﻮﻟﻮژي ﺷﺶ ﻣﺎﻫﻪ ،CETEﺗﻮﻛﺴﻮﺋﻴﺪ 
ﺑﻪ اﻳﻦ ﻣﻌﻨﻲ ﻛﻪ ﺗﻨﻬﺎ ﺷﺶ ﻣﺎه . (61) آورد ﺑﻪ وﺟﻮد ﻣﻲ
 اﻣﺎ ﺗﻮﻛﺴﻮﺋﻴﺪ ؛ﻧﻤﺎﻳﺪ ﻓﺮد را از ﺑﻴﻤﺎري ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻣﻲ
و در  (71) ﻛﻨﺪ اي دو ﺳﺎﻟﻪ را اﻳﺠﺎد ﻣﻲ ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮم ﺧﺎﻃﺮه
ﮔﻴﺮد ﻛﻪ ﻣﺼﻮﻧﻴﺖ ﻧﺴﺒﺘﺎ ً ردﻳﻒ آﻧﺘﻲ ژن ﻫﺎﻳﻲ ﻗﺮار ﻣﻲ
ﺑﻪ . ﺪﻨﻛﻨ ﻃﻮﻻﻧﻲ ﺗﺮي را در ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨﻲ ﻓﺮد اﻳﺠﺎد ﻣﻲ
 ﺑﺎدي ﻛﻪ در ﺑﺮاﺑﺮ ﻫﺮ آﻧﺘﻲ رﺳﺪ ﻣﻴﺰان ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﻧﻈﺮ ﻣﻲ
ﺗﻮاﻧﺪ در ﺗﻐﻴﻴﺮات ﻣﺪت  ﮔﺮدد، ﻣﻲ ژن ﺗﺮﺷﺢ ﻣﻲ
 .(91،81) ﺛﻴﺮﮔﺬار ﺑﺎﺷﺪﺄ ﺗﻣﺎﻧﺪﮔﺎري ﺧﺎﻃﺮه ﻣﺴﺘﻘﻴﻤﺎً
 ﺑﺎ ﺧﺎﻃﺮه ﻛﻮﺗﺎه ، ﻳﻜﻲژن ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ اﺣﺘﻤﺎﻻً اﻳﻦ دو آﻧﺘﻲ
ﺑﺎدي ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ  ﻣﺪت و دﻳﮕﺮي ﻣﻴﺎن ﻣﺪت، ﺗﻴﺘﺮﻫﺎي آﻧﺘﻲ
ﺑﻪ ﻫﻤﻴﻦ دﻟﻴﻞ در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ . دﻫﻨﺪ را از ﺧﻮد ﻧﺸﺎن ﻣﻲ
ﻫﺎي ﻣﺬﻛﻮر،  ﭘﺲ از ﺗﻬﻴﻪ و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي آﻧﺘﻲ ژن
ﺑﺎدي ﺗﺮﺷﺢ ﺷﺪه در  ﺰرﻳﻖ ﺑﻪ ﺣﻴﻮان، ارزﻳﺎﺑﻲ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲﺗ
ﻫﺎ ﺑﺎ  ﻫﺎ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻛﻤﻲ آن ژن ﺑﺮاﺑﺮ ﻫﺮ ﻳﻚ از اﻳﻦ آﻧﺘﻲ
  .ﻳﻜﺪﻳﮕﺮ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
  
  :روش ﺑﺮرﺳﻲ
  و ﻣﻴﺰﺑﺎنر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ از دد
ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﺷﺪه ﺑﻪ وﻛﺘﻮر   3ED 12lB iloC aihcirehcsE
 ﺷﺮﻳﺸﻴﺎﻛﻠﻲا  BTL ژن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐﻪ ﻳﻜﻲ ﺣﺎوي ﻛa82TEp
 cHاﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧﻴﻚ و دﻳﮕﺮي ﺣﺎوي ژن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ د  ﺑﻮA ﺗﺎﻳﭗ ﻛﻠﺴﺘﺮﻳﺪﻳﻮم ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮمﻮﻛﺴﻴﻦ ﺗ
 ﻫﺮ دو ﻧﻮع ﭘﻮﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺮايﺳﺎزي ﺑﻴﺎن  ﺑﻬﻴﻨﻪ. (9،6)
( دﻣﺎ، زﻣﺎن و ﻏﻠﻈﺖ ﻣﺎده اﻟﻘﺎﻛﻨﻨﺪه)و در ﺳﻪ ﻣﺘﻐﻴﺮ 
 در BTLﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ . ﺻﻮرت ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ
و ﺑﺎ ﺷﺮاﻳﻂ ( ﻟﻴﺘﺮ  ﻣﻴﻠﻲ005)ﻣﻘﻴﺎس ﺑﺎﻻي آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ 
ﺖ ﻏﻠﻈ  ﺑﺎGTPI= 02lm/gμ ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ)ﺑﻬﻴﻨﻪ 
  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ73دﻣﺎي ، 0/7  ﺟﺬب ﻧﻮري ﺑﺮاﺑﺮرد 1Mm
ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ . اﻧﺠﺎم ﺷﺪ(  ﺳﺎﻋﺖ اﻟﻘﺎء6ﮔﺮاد و زﻣﺎن 
ﻟﻴﺘﺮ و  ﻴﻠﻲ ﻣ005ﻧﻴﺰ در ﺣﺠﻢ cH-A/TNoB ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 ، اﻓﺰودن 02lm/gμﺖ ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈ)در ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻬﻴﻨﻪ 
، دﻣﺎي 0/7ﺟﺬب ﻧﻮري ﺑﺮاﺑﺮ ر د 1 Mm ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ GTPI
ﺎم اﻧﺠ(  ﺳﺎﻋﺖ اﻟﻘﺎء81ﮔﺮاد و زﻣﺎن   درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ72
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 از ﻓﺎز ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل BTLﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ . ﮔﺮدﻳﺪ
ﻋﺼﺎره ﺧﺎم ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ ﺑﻪ ﻛﻤﻚ ﺳﺘﻮن 
 و ﺑﺎ )ATN-iN( ﻜﻞﻴﻲ ﻧﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﻣﻴﻞ ﺗﺮﻛﻴﺒ
 ﻣﻮﻻر، 8اوره ) ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي ﺣﺎوي اوره Hpاﺳﺘﻔﺎده از ﺷﻴﺐ 
ﻣﻮﻻر و ﺳﺪﻳﻢ دي ﻫﻴﺪروژن   ﻣﻴﻠﻲ01ﺗﺮﻳﺲ ﻛﻠﺮاﻳﺪ 
اﻳﻦ در ﺷﺮاﻳﻄﻲ . ﻳﺪاﻧﺠﺎم ﮔﺮد( ﻣﻮﻻر  ﻣﻴﻠﻲ05ﻓﺴﻔﺎت 
 از ﻓﺎز cH-A/TNoBﺑﻮد ﻛﻪ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﻣﺤﻠﻮل ﻋﺼﺎره ﺧﺎم ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ ﺑﺎ ﻛﻤﻚ ﺳﺘﻮن 
ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﻣﻴﻞ ﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﻧﻴﻜﻞ و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺷﻴﺐ 
ﻫﺎي ﺳﺘﻮن  ﺧﺮوﺟﻲ. ﻏﻠﻈﺘﻲ اﻳﻤﻴﺪازول ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ
.  ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪEGAP-SDSي  ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ روش  ز ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦﻏﻠﻈﺖ ﻫﺮ ﻳﻚ ا
 01زاﻳﻲ، ﻳﻚ ﮔﺮوه  ﺟﻬﺖ اﻳﻤﻨﻲ. ﺑﺮادﻓﻮرد ﻣﻌﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪ
ﻫﺎ در ﻧﻈﺮ  ژن ﺑﺮاي ﻫﺮ ﻳﻚ از آﻧﺘﻲﻫﺎ ﺗﺎﻳﻲ از ﻣﻮش 
 ﺗﺎﻳﻲ ﻧﻴﺰ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان 5ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ و ﻋﻼوه ﺑﺮ آن ﻳﻚ ﮔﺮوه 
ژن ادﺟﻮاﻧﺖ  ﻫﻢ ﺣﺠﻢ آﻧﺘﻲ.  ﺗﻌﻴﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪﺷﺎﻫﺪﮔﺮوه 
 ﺗﺰرﻳﻖ اول ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻛﺎﻣﻞ ﻓﺮوﻧﺪ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﺮاي
 ﻣﻮﺷﻲ ﻛﻪ ﺟﻬﺖ 01ﻫﺮ ﻳﻚ از . ﺪﺷﺟﻠﺪي اﺳﺘﻔﺎده  زﻳﺮ
 از 52 gµدر ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه ﺑﻮدﻧﺪ،  BTLزاﻳﻲ ﺑﺎ  اﻳﻤﻨﻲ
.  را در ﺗﺰرﻳﻖ ﻧﺨﺴﺖ درﻳﺎﻓﺖ ﻧﻤﻮدﻧﺪBTLژن  آﻧﺘﻲ
، cH-A/TNoBﻫﺎ ﺑﺎ  زاﻳﻲ ﮔﺮوه دوم ﻣﻮش اﻳﻤﻨﻲ ﺟﻬﺖ
 ژن آﻧﺘﻲ دوم ﺑﻪ ﺑﻌﺪ ﻳﺎدآوردر ﺑﺎر  ،ﻫﺎ ﺑﻪ ﻫﺮ ﻳﻚ از ﻣﻮش
در ﻫﺮ ﺗﺰرﻳﻖ . ﺟﻠﺪي ﺗﺰرﻳﻖ ﮔﺮدﻳﺪ ﺑﻪ ﺻﻮرت زﻳﺮ
ژن ﺗﺰرﻳﻘﻲ ﻛﺎﻫﺶ داده ﺷﺪ ﺑﻪ  ﻳﺎدآور، ﻣﻴﺰان آﻧﺘﻲ
 91 gµ ، در ﺗﺰرﻳﻖ ﺳﻮم22 gµﻃﻮري ﻛﻪ در ﺗﺰرﻳﻖ دوم 
 ژن ﺑﻪ ﺻﻮرت زﻳﺮ  از ﻫﺮ آﻧﺘﻲ51 gµو در ﺗﺰرﻳﻖ ﭼﻬﺎرم 
. ﺟﻠﺪي ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه ادﺟﻮاﻧﺖ ﻧﺎﻗﺺ ﻓﺮوﻧﺪ ﺗﺰرﻳﻖ ﮔﺮدﻳﺪ
وز و ﻓﺎﺻﻠﻪ ﺗﺰرﻳﻘﺎت ﺑﻌﺪي  ر02ﻓﺎﺻﻠﻪ ﺗﺰرﻳﻖ اول و دوم 
  . روز در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ41ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻫﻢ 
 روز ﭘﺲ از آﺧﺮﻳﻦ ﺗﺰرﻳﻖ ﺧﻮﻧﮕﻴﺮي از 02
ﻫﺎ ﻳﻚ روز  ﻧﻤﻮﻧﻪ. ﻫﺎ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ ﮔﻮﺷﻪ ﭼﺸﻢ ﻣﻮش
ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪه و (  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد4 دﻣﺎي)در ﻳﺨﭽﺎل 
 درﺟﻪ 4، دﻣﺎي 0005mprدور )ﭘﺲ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ 
از . ﺮم ﺟﺪاﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ ﺳ،( دﻗﻴﻘﻪ03ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد و ﻣﺪت 
ﺑﺎدي اﺳﺘﻔﺎده  اﻻﻳﺰاي ﻏﻴﺮ ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ ﺑﺮاي ﺗﻴﺘﺮ ﻛﺮدن آﻧﺘﻲ
.  ﺑﻮد2 gµژن ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ در ﻫﺮ ﭼﺎﻫﻚ  ﻣﻴﺰان آﻧﺘﻲ. ﺷﺪ
ﻫﺎ  ﺳﺮم ﺗﻬﻴﻪ و ﺑﻪ ﭼﺎﻫﻚ از 00821:1 ﺗﺎ 001:1رﻗﺖ ﻫﺎي 
آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺿﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻣﻮش )ﻛﺎﻧﮋوﮔﻪ . اﻓﺰوده ﺷﺪ
  ﺑﻪ ﻫﻤﻪ 00051:1ﺑﺎ رﻗﺖ ( ﻛﺎﻧﮋوﮔﻪ ﺑﺎ ﭘﺮاﻛﺴﻴﺪاز
ﭘﺲ از ﺗﻮﻗﻒ واﻛﻨﺶ ﺑﺎ اﺳﻴﺪ . ﻫﺎ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ ﭼﺎﻫﻚ
 redaer ASILE ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ در دﺳﺘﮕﺎه 294ﺳﻮﻟﻔﻮرﻳﻚ، ﭘﻠﻴﺖ در 
در ﻧﻬﺎﻳﺖ اﻃﻼﻋﺎت . ﺧﻮاﻧﺪه ﺷﺪ آﻣﺮﻳﻜﺎ، XENYDﺷﺮﻛﺖ 
  وSSPSﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه از ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺗﻮﺳﻂ ﻧﺮم اﻓﺰار 
 ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ (riaP) ، ﺑﺼﻮرت دوﺗﺎﻳﻲtseT-t روش ﺑﺎ
  .ﺮﻓﺖﻗﺮار ﮔ
  
  :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
، ﺑﻴﺎن ﻣﻨﺎﺳﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ EGAP-SDSﻧﺘﻴﺠﻪ ژل 
 ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ را در ﻓﺎز ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﻧﺸﺎن داد BTLﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﺳﺎزي ﺑﻴﺎن ژن، در ﻣﻮرد   ﭘﺲ از ﺑﻬﻴﻨﻪ.(1 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره)
 اﻓﺰاﻳﺶ ﭼﺸﻤﮕﻴﺮ ﺑﻴﺎن ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ cH-A/TNoB ژن
 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره)اد دو ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ را در ﻓﺎز ﻣﺤﻠﻮل ﻧﺸﺎن 
 ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻫﺮ دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﺘﻮن .(2
 (ﭼﻴﻦ enegenihs)ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﻣﻴﻞ ﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﻧﻴﻜﻞ 
  .ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ
  
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از BTL ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  :1 ﺷﻤﺎره ﺗﺼﻮﻳﺮ
  .(ATN-iN)ﺳﺘﻮن ﻧﻴﻜﻞ 
 ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮن ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه اﺳﺖ؛ 11/8ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﺑﺎ وزن 
 ﺑﺘﺮﺗﻴﺐ ﭘﺲ  ﻫﺎﺧﺮوﺟﻲ از ﺳﺘﻮنﻧﻤﻮﻧﻪ : 3و1،2ﻫﺎي  ﺳﺘﻮن
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺧﺮوﺟﻲ از ﺳﺘﻮن : 4ﺳﺘﻮن؛ E وD،C از ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ
ﺳﺘﻮن ؛ 1340MSﺸﺎﻧﮕﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻧ:5ﺳﺘﻮن ؛ ﻗﺒﻞ از ﺷﺴﺘﺸﻮ
  .ﻧﻤﻮﻧﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻗﺒﻞ از ﻋﺒﻮر از ﺳﺘﻮن: 6
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ﺎ  ﺑcH-A/TNOBﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  :2 ﺷﻤﺎره ﺗﺼﻮﻳﺮ
  .(ATN-iN)اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﺘﻮن ﻧﻴﻜﻞ 
 . ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮن ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ05 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﺑﺎ وزن ﺑﺎﻧﺪ
  :3و2ﻫﺎي  ﺳﺘﻮن؛ 1340MS ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ.:1ﺳﺘﻮن 
ﻫﺎي  ﺳﺘﻮن؛ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﺧﺮوﺟﻲ از ﺳﺘﻮن ﻗﺒﻞ از ﺷﺴﺘﺸﻮ
از ﺳﺘﻮن  cH-A/TNoB ﺧﺮوﺟﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ :6و5،4
  .EوD ،Cﺑﺘﺮﺗﻴﺐ ﭘﺲ از ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي 
  
ﺑﺎدي ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ را ﺑﺮاي  آزﻣﺎﻳﺶ اﻻﻳﺰا، ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ
 ﻧﺸﺎن داد cH-A/TNoB  وBTL دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
 ﺗﺎ 001:1رﻗﺖ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ از (. 1 ﺷﻤﺎره ﻧﻤﻮدار)
ﺗﻔﺎوت ﺗﻴﺘﺮ ﺑﻄﻮر ﻛﻠﻲ  از ﺳﺮم ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه ﺑﻮد ﻛﻪ 00821:1
 از آﻧﺘﻲ 001:1 در رﻗﺖ .ﺑﻮدآﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه 
 رﻗﺖ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ، اﻣﺎ در 1/6ﺑﺮاﺑﺮ  DOﺑﺎدي دو ﻧﻤﻮﻧﻪ 
 و =eulav P0/200)ﻫﺎي ﭘﺎﺋﻴﻦ ﺗﺮ ﺗﻔﺎوت ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي 
   .ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻤﺎﻳﺰ ﺑﻮد (eulav P<0/100
  
  
ﻫﺎ ﭘﺲ از  ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي در ﻣﻮش :1ﺷﻤﺎره ﻧﻤﻮدار
 cH-A/TNoB و  BTLﺐ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴ ﺗﺰرﻳﻖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 ﭘﺲ از ﺗﺰرﻳﻖ ﭼﻬﺎرم
  :ﺑﺤﺚ
ﻫﺎي ﻓﺮاواﻧﻲ ﺑﺮاي   ﻣﻴﻼدي ﺗﻼش0491از دﻫﻪ 
واﻛﺴﻦ در ﺑﺮاﺑﺮ ﺑﻴﻤﺎري ﺑﻮﺗﻮﻟﻴﻨﻮم ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ 
در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ ﺗﻨﻬﺎ ﻳﻚ واﻛﺴﻦ ﭘﺬﻳﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه . اﺳﺖ
ﻫﺎي  وﺟﻮد دارد ﻛﻪ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺗﻮﻛﺴﻮﺋﻴﺪي ﻋﻠﻴﻪ ﺗﻴﭗ
و ﻫﻤﻜﺎران ﻧﺸﺎن enryB  .(02) ﻬﻴﻪ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ ﺗE-A
دادﻧﺪ ﻛﻪ اﻣﻜﺎن زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﻗﻄﻌﺎت ﻏﻴﺮ ﺗﻮﻛﺴﻴﻚ 
ﮔﺮوه ﻫﺎ ن آ.  وﺟﻮد داردiloC .E در A/TNoBژن 
ﺗﻮﻛﺴﻴﻚ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، اﻳﻤﻦ  ﻫﺎ را ﺑﺎ ﻗﻄﻌﺎت ﻏﻴﺮ ﻣﻮش
 niﻫﺎ را در ﺷﺮاﻳﻂ ﻣﻮش و ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﻧﻤﻮده 
ﻧﺪ ﻛﻪ ﻓﻘﻂ ه ا ﻧﺸﺎن داد وﻧﺪﻛﺮده ا ﺑﺮون ﺗﻨﻲ ﺑﺮرﺳﻲ oviv
 ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻗﺎدر CFداﻟﺘﻮﻧﻲ از ﻧﺎﺣﻴﻪ   ﻛﻴﻠﻮ05ﻪ ﻳﻚ ﻗﻄﻌ
ﻟﺬا  ؛ﻫﺎ را در ﺑﺮاﺑﺮ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ اﻳﻤﻦ ﻧﻤﺎﻳﺪ اﺳﺖ ﻛﺎﻣﻼً ﻣﻮش
 ﻣﺘﻤﺮﻛﺰ cH-A/TNoBﻛﺎر ﺑﻴﺸﺘﺮ ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ ﺑﺮ روي ﻗﻄﻌﻪ 
  .(71) ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﮔﺴﺘﺮده اي ﻧﻴﺰ روي اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎي 
ﺣﺴﺎس ﺑﻪ ﺣﺮارت ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻛﻠﺮا و ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺣﺴﺎس 
 ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺷﺮﻳﺸﻴﺎﻛﻠﻲ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ II و Iﺑﻪ ﺣﺮارت ﻧﻮع 
و ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪه ﻛﻪ اﻳﻦ ﻗﺴﻤﺖ از ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎ ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﻨﺪ 
ﺑﺮﺧﻼف ﺗﺸﺎﺑﻪ . ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ اﻓﺰاﻳﺶ ﭘﺎﺳﺦ ﻫﺎي اﻳﻤﻨﻲ ﺷﻮﻧﺪ
 Bواﺣﺪ   ﺑﻪ زﻳﺮAواﺣﺪ  ﺳﺎﺧﺘﺎري در اﺗﺼﺎل زﻳﺮ
ﭘﻨﺘﺎﻣﺮﻳﻚ، ﻳﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎي اﺧﻴﺮ آﺷﻜﺎر ﻛﺮده ﻛﻪ ﻋﻤﻠﻜﺮد 
 ﻫﺎيواﺣﺪ  ﺑﻪ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ آﻧﺰﻳﻤﻲ زﻳﺮTL ادﺟﻮاﻧﻲ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ
 ﺟﺪا ﺷﺪه ﻣﻤﻜﻦ Bواﺣﺪﻫﺎي  ﺴﺘﮕﻲ ﻧﺪارد و زﻳﺮ ﺑA
اﺳﺖ اﺛﺮات ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ روي ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨﻲ اﻧﺠﺎم 
  .(6) دﻫﺪ
ﺗﻮاﻧﻨﺪ در  ﻣﻮارد ﻣﺘﻌﺪدي وﺟﻮد دارﻧﺪ ﻛﻪ ﻣﻲ
ﻛﻴﻔﻴﺖ ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻨﻲ اﻛﺘﺴﺎﺑﻲ و ﺑﻪ ﺗﺒﻊ آن ﺧﺎﻃﺮه 
ﻫﺎي  ﺳﻠﻮل. ﺛﻴﺮﮔﺬار ﺑﺎﺷﻨﺪﺄاﻳﻤﻮﻧﻮﻟﻮژﻳﻚ اﻳﺠﺎد ﺷﺪه ﺗ
ﻣﺎﻫﻴﺖ آﻧﺘﻲ ژن، ﻣﻨﺸﺎء ورود ، ژن ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ ﻋﺮﺿﻪ
ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻛﻪ ﻳﻘﻴﻨﺎً در ﻛﻴﻔﻴﺖ  ژن ﺑﻪ ﺑﺪن، از ﻋﻮاﻣﻠﻲ ﻣﻲ آﻧﺘﻲ
 و در ﺑﻮﺟﻮد آوردن ﭘﺎﺳﺦ ﻫﺎ ﻣﻮﺛﺮﻧﺪ و ﻛﻤﻴﺖ اﻳﻦ ﭘﺎﺳﺦ
و ﺳﭙﺲ در ( ﺑﺎدي ﺗﻴﺘﺮ ﺑﺎﻻي آﻧﺘﻲ)اﻳﻤﻨﻲ اوﻟﻴﻪ ﻣﻨﺎﺳﺐ 
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اي ﻃﻮﻻﻧﻲ ﻣﺪت ﻧﻘﺸﻲ ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻮﺟﻪ داﺷﺘﻪ  اﻳﺠﺎد ﺧﺎﻃﺮه
  .(02-32 ،1) ﺑﺎﺷﻨﺪ
ﺳﺖ ﻛﻪ ﻣﻴﺰان در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺳﻌﻲ ﺑﺮ اﻳﻦ ﺑﻮده ا
ﻫﺎي ﻣﻮﺷﻲ ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ در ﺷﺮاﻳﻂ  زاﻳﻲ در ﮔﺮوه اﻳﻤﻨﻲ
. ﻣﺘﻔﺎوت ﺑﺮرﺳﻲ ﺷﻮد ﻛﺎﻣﻼً ﻳﻜﺴﺎن و اﻟﺒﺘﻪ ﺑﺎ دو آﻧﺘﻲ ژن
ﻣﻴﺰان دوز : ﺟﻤﻠﻪ ﺗﻤﺎم ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﻜﺎر رﻓﺘﻪ در اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ از
ژن ﺑﻪ ﺑﺪن  ژن، راه ورودي آﻧﺘﻲ ﺗﺰرﻳﻘﻲ از ﻫﺮ آﻧﺘﻲ
ﺎﻧﻲ ﺑﻴﻦ ﺣﻴﻮان، ﻧﻮع ادﺟﻮواﻧﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه، ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣ
ﻫﺎ و ﺷﺮاﻳﻂ ﻧﮕﻬﺪاري ﺣﻴﻮان، ﻣﻮاردي ﺑﻮدﻧﺪ ﻛﻪ  ﺗﺰرﻳﻖ
زاﻳﻲ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﻗﺮار  ﺟﻬﺖ ﻳﻜﺴﺎن ﺳﺎزي ﺷﺮاﻳﻂ اﻳﻤﻨﻲ
اﻳﺠﺎد ﺷﺪه  ﺗﻮان ﮔﻔﺖ، ﺗﻔﺎوت ﺑﻪ ﻫﻤﻴﻦ دﻟﻴﻞ ﻣﻲ. ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ
ﮔﺮوه  در ﻫﺮ( ﺑﺎدي ﻣﻴﺰان ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ)در ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻨﻲ 
 و BTLﻫﺎي  ژن آﻧﺘﻲ اﺣﺘﻤﺎﻻً ﺑﻪ ﺧﺎﻃﺮ ﻣﺎﻫﻴﺖ ﻣﺘﻔﺎوت
ﺑﺎدي اﻣﺎ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ . (9 ،8) ﺑﺎﺷﺪ cH-A/TNoB
 BTLﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦﺗﻮﻟﻴﺪي ﺗﻮﺳﻂ ﻫﺮ ﻛﺪام از 
از . ه اﺳﺖداد ﻧﺸﺎنﻴﺰ ﺗﻔﺎوﺗﻲ ﻣﻌﻨﺎداري  ﻧcH-A/TNoBو 
  ﺧﺎﺻﻴﺖ ادﺟﻮاﻧﻴﺴﻴﺘﻲ ﻗﻮي داردBTL ژن آﻧﺠﺎ ﻛﻪ آﻧﺘﻲ
، ﻣﻤﻜﻦ اﺳﺖ در ﻛﻮﺗﺎه ﻣﺪت اﺛﺮ ﺗﺤﺮﻳﻜﻲ ﺑﻴﺸﺘﺮي (42)
از ﻃﺮف دﻳﮕﺮ ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﻲ . ﺮ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨﻲ داﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪﺑ
ﻧﺴﺒﺘﺎً ﻛﻮﺗﺎه و ﻳﻜﺴﺎن از زﻣﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﺳﺮم و آزﻣﺎﻳﺶ اﻻﻳﺰا، 
در دﻳﮕﺮ . اﻳﻦ ﺗﻔﺎوت ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي را ﻣﻨﺠﺮ ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ
 ﻛﻪ ﺑﺎ اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖﻣﻄﺎﻟﻌﺎت 
 در ﺑﻴﻦ GgI ي داراي ﺧﺎﻃﺮه Bﻫﺎي  ﺑﺎدي، ﺳﻠﻮل
 ﺑﺮ اﻳﻦ .(91،81) ﻣﻲ ﻳﺎﺑﺪد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﻓﺰاﻳﺶ ﺟﻤﻌﻴﺖ ﻣﻮر
اﺳﺎس ﺑﺎﻻ رﻓﺘﻦ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي اﻳﺠﺎد ﺷﺪه در ﮔﺮوه ﻫﺎي 
 را cH-A/TNoB و BTL ﻫﺎي ﺗﺰرﻳﻖ ﺷﺪه ﺑﺎ آﻧﺘﻲ ژن
ﺎد ﺷﺪه ﻧﺴﺒﺖ ﻣﻲ ﺗﻮان ﺑﻪ اﻓﺰاﻳﺶ ﺧﺎﻃﺮه اﻳﻤﻨﻮﻟﻮژي اﻳﺠ
  .داد
  
  :ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي
ﺴﺒﺖ ﺑﻪ  ﻧBTLي اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻴﺘﺮآﻧﺘﻲ ﺑﺎد
ﺧﺎﺻﻴﺖ ادﺟﻮاﻧﺘﻴﺴﻴﺘﻲ ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﻧﺎﺷﻲ از  cH-A/TNoB
اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﺗﻘﺮﻳﺒﺎً ﻳﻜﺴﺎن در ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﻲ  و BTLﻗﻮي 
 ﺷﺪت ،ﻣﺤﺪود ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ در اﻳﻦ ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﻲ ﻣﺤﺪود
 cH-A/TNoB اﻓﺰاﻳﺶ ﭼﺸﻤﮕﻴﺮي ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪBTL  اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ
ﺑﺎدي ﻣﻤﻜﻦ اﺳﺖ ﺑﺎ ﻃﻮل ﻋﻤﺮ   ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ. اﺳﺖداﺷﺘﻪ
ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺧﺎﻃﺮه اي ﻫﺮ ﻛﺪام ارﺗﺒﺎط داﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﻧﻴﺎز 
در ﻣﺮاﺣﻞ ﺑﻌﺪي ﺑﺎ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺧﺎﻃﺮه . ﺑﻪ ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺸﺘﺮي دارد
اﻳﺠﺎد ﺷﺪه از اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎ ﻣﻲ ﺗﻮان اﻳﻦ ارﺗﺒﺎط را ﺑﻪ 
 .ﺻﻮرت واﺿﺢ ﻣﺸﺨﺺ ﻧﻤﻮد
  
  : و ﻗﺪرداﻧﻲﺗﺸﻜﺮ
ز آﻗﺎي دﻛﺘﺮ ﻣﺤﻤﻮد ﺗﻮﻻﻳﻲ اﺑﺪﻳﻨﻮﺳﻴﻠﻪ ﻧﻮﻳﺴﻨﺪﮔﺎن 
ﺟﻬﺖ در اﺧﺘﻴﺎر ﮔﺬاﺷﺘﻦ ﺳﻮش ﺣﺎوي ژن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
  .ﻨﺪﻳﻤﺎﺳﭙﺎﺳﮕﺬاري ﻣﻲ ﻧ cH-A/TNoB
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Background and aims: Among the bacterial agents, the most common cause of diarrheal 
disease is Entrotoxigenic Escherichia coli. Letal toxin B (LTB) subunit of LT toxin could induce 
six-month immunity. Clostridium botulinum causes botulism disease. BoNT/A-Hc toxin subunit 
could induce two years immunity against this disease. It seems that the immunogenicity potency 
of these two subunits may influence on the memory longevity. The aim of this study is the 
assessment of LTB and BoNT/A-Hc immunogenicity and investigation of their relations to 
immunological memory longevity. 
Methods: In this experimental study the transgenic E. coli BlDE3 with pET28a vector, 
containing recombinant LTB and BoNT/A-Hc genes separately were used for expression of 
recombinant proteins. LTB and BoNT/A-Hc expressed as insoluble and soluble forms 
respectively; and their purity were confirmed on SDS-PAGE gels. Finally, mice immunization 
were carried out and antibody titration of both recombinant proteins were evaluated and 
compared using t-Test in SPSS software. 
Results: After immunization the mice, a difference in antibody titer was observed between two 
proteins i.e. BoNT/A-Hc and LTB (P<0.01). 
Conclusion: There was a significant difference of antibody titration between LTB and BoNT/A-
Hc proteins. That can represent a strong adjuvanticity of LTB and almost the same 
immunogenicity in a limited time. 
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